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検討として γ 線照射することにより(FPGVG)5は、粒子径が 500 nm 程度の安定したナノ
粒子の作製に成功した。 
























DDS  Drug Delivery System 
Des  Desmosine 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DOPA  3, 4-Dihydroxy-L-Phenylalanine 
D.W.  Distiled Water 
FBS   Fetal Bovine Serum 
Fmoc  9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 
HPLC  High-Performance Liquid Chromatography 
Hyp  Hydroxyproline 
Ide  Isodesmosine 
LabCyte  LabCyte EPI-MODEL 12 
NHDF  Normal Human Dermal Fibroblasts Cells 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
TFA  Trifluoroacetic Acid 
Ala (A)  Alanine 
Gly (G)  Glycine 
Phe (F)  Phenylalanine 
Pro (P)  Proline 


























































エラスチンのアミノ酸組成は Gly、Ala、Val、Pro が構成アミノ酸の 80%以上を占め、
特に Gly 量は全体の約 1/3 である。さらにエラスチン特有の架橋アミノ酸として、デス









































れた［5］。そして、1930 年代には研究の対象となり、現在に至るまで約 80 年以上が経
過した。エラスチン研究の始まりは、生体内の疾患における弾性組織の変化を明らかに
するため形態学的な研究であった［6］。1941 年に Lowry らによって組織からエラスチ




Loyd and Garrod は X 線解析を用いエラスチンの構造がゴム様構造に類似することを









の内容は 20 年以上経っても大きな変化はない。1987 年、Idik らはヒトのエラスチン遺
伝子の全構造を明らかにし［15］、1989 年には Mecham らによりエラスチンに対して特
異的に結合し、細胞内に情報伝達を行うエラスチンレセプターを単離した［16］。1990
年、Foster はラットに IGF–1 を連続注入し、IGF–1 がエラスチン遺伝子の発現を促すこ


























































































と Fullmer［20］は、5 M グアニジン塩酸抽出後のコラゲナーゼ消化法を考案し、Ross
と Bornstein［21］は、5 M グアニシン塩酸にジチオエリスリトールを還元剤として添加
する方法を見出し、ミクロフィブリルの除去を容易にした。さらに Richmond［22］は、





















































位の Xaa（以下 X4 と略）のアミノ酸側鎖の性質がコアセルベーションに大きく影響を
与える事が知られている［34-36］。 
また、これまでに poly(VPGVG)の各アミノ酸残基のコアセルベーションへの寄与を調







3 をコーナーにもつ β-ターン構造を縁に持ち、その β-ターンが繰り返して配置
された β-スパイラルが、Val1及び Val4の側鎖の分子間疎水相互作用によって自己集合す


































































































































































































Acetic Acid（特級）     和光純薬工業株式会社 
Acetonitrile（高速液体クロマトグラフ用）   和光純薬工業株式会社 
Desmosine      MP Biomedicals, LLC. 
DOPA (D9628-5G)     Sigma-Aldrich 
Gel Filtration Standard     Bio-Rad 
Isodesmosine      MP Biomedicals, LLC. 
LabCyte       株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニアリング 
L-ヒドロキシプロリン標準品    和光純薬工業株式会社 
Methanol（一級）     和光純薬工業株式会社 
Sep-Pak
®
 Vac 35cc (10 g) C18 Cartridges   ウォーターズ株式会社 
Spectra/Por
®
 3,500 cut     Spectrum Laboratories 
TFA（特級）      和光純薬工業株式会社 
Tyrosinase from mushroom (T3824-25KU)   Sigma-Aldrich 
アミノ酸混合標準液 H 型    和光純薬工業株式会社 
塩酸（HCl）（容量分析用）    和光純薬工業株式会社 
塩化ナトリウム（NaCl）（特級）    和光純薬工業株式会社 
ブタ真皮由来コラーゲンパウダー    株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
水酸化ナトリウム（NaOH）（特級）   和光純薬工業株式会社 
ファームエラスチン®     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
ブタ大動脈脱脂組織     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
マグロ動脈球組織     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン   株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
リン酸水素二ナトリウム・12 水（特級）   和光純薬工業株式会社 























（10 g）に対して 10 倍容量の 1.0 M NaCl（100 mL）を加え 25℃で 15 分間撹拌した。そ
して、7.5 倍容量の 0.1 M NaOH（75 mL）を加えさらに 100℃で 10 分間撹拌した後、ろ
過を行い溶液の除去を行った。残った組織に対して再び 7.5倍容量の 0.1 M NaOH（75 mL）
を加え、予熱で 1 分間撹拌した後、ろ過を行い溶液の除去を行い、残った組織をブタ大
動脈組織由来不溶性エラスチンとして得た。次いで、5 倍容量の 0.2 M NaOH（50 mL）
を加え 100℃で 120 分間撹拌した後、氷で急冷し酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。こ
の操作の際に生成された中和塩を除去するために、透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）を用




↓試料の 10 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（室温、15 分間） 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、15 分間） 
↓濾過 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（予熱、1 分間） 
↓濾過 
ブタ大動脈由来不溶性エラスチン 
↓試料の 5 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 









g）に対して 2 倍容量の 1.0 M NaCl（20 mL）を加え 65℃で 5 分間撹拌した。さらに 2
倍容量の 0.03 M NaOH（20 mL）を加え 5 分間撹拌した後、ろ過を行い溶液の除去を行
った。残った組織に対して再び 2 倍容量の 0.1 M NaCl（20 mL）を加え、65℃で 5 分間
撹拌し、さらに 2 倍容量の 0.03 M NaOH（20 mL）を加え 5 分間撹拌した後、ろ過を行
い溶液の除去を行い、残った組織をマグロ動脈球由来不溶性エラスチンとして得た。次
いで、2 倍容量の 0.1 M NaOH（20 mL）を加え 100℃で 80 分間撹拌した後、氷で急冷し
酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。この操作の際に生成された中和塩を除去するために、




↓試料の 2 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
マグロ動脈球由来不溶性エラスチン 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 




















出液；5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA : 95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA=50 : 50）を使用した。




↓試料の 10 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（室温、15 分間） 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、15 分間） 
↓濾過 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（予熱、1 分間） 
↓濾過 
ブタ大動脈由来不溶性エラスチン 
↓試料の 5 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 



















↓試料の 2 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
マグロ動脈球由来不溶性エラスチン 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸または塩酸を用いて中和（pH 6.5） 














75℃の湯浴で温め 2 層に分離（コアセルベーション）させた。その後、遠心分離（5,000 
















HPLC（1220 Infinity LC System（Agilent Technologies, CA, USA））において TSK gel 
G2000 SWXL カラム（7.8×300 mm, 5 μm; Tosoh Co., Tokyo, Japan）を使用し、ゲルろ過ク
ロマトグラフィーにより分子量分布を確認した。溶離液として 0.3 M NaCl を含んだ 50 
mMリン酸緩衝液（pH 6.9）を用い、流速0.2 mL/min、波長220 nm、試料の濃度は1.0 mg/mL
（溶媒；D.W.）で分析を行った。標準試料として、分子量 1,350－670,000 が混合された
標準試薬（Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA）を使用した。 
 
2-3-3-2. アミノ酸組成の評価 
試料を 6 M HCl で濃度 1.0 mg/mL へ調製し減圧下で N2置換を行い、110℃で 48 時間
加水分解を行った。その後、6 M HCl を N2にて風乾させ、0.02 M HCl で再び溶解させ





測定にはペルチェ式温度コントローラー付き分光光度計（JASCO: V-560, JASCO Co., 













2-3-4-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
ヒト 3 次元培養表皮は、LabCyte EPI-MODEL 12（株式会社ジャパン・ティッシュ・
エンジニアリング、以下LabCyteと略す）を用いた。試料を用いて試料濃度 0.02%、0.1%、
1.0% (w/w) に調製した。試験は、試料溶液の複数回適用の検討を行った。まず、LabCyte
の培養皮膚上に試料溶液または対照の溶液（D.W.）を 200 µL 適用し、培養皮膚を 32℃
に保温した恒温振盪器に 30 分間放置した。皮膚表面の溶液を除去した後に、32℃で 1
時間乾燥した。ここまでを 1 サイクルとして、この操作を合計 3 サイクル繰り返した。
その後、培養カップから皮膚のみを取り出し、電子天秤により湿重量を測定した。最後
に、皮膚を 60℃以上 80℃以下に保った乾燥機で 24 時間乾燥し、電子天秤により乾燥重
量を測定した。同様にして濃度調製に用いた D.W.を培養皮膚上に適用し、対照実験（コ
ントロール）とした。以下の式により、皮膚内含水率を求めた。また、Dunnett 検定を












酵素反応は 96 穴マイクロプレートにて行った。マイクロプレートの各ウェルに 1/15 
M リン酸緩衝液（pH 6.8）100 μL、40 U/mL チロシナーゼ（マッシュルーム由来）溶液
40 μL、D.W.で調製した濃度 1.0 mg/mL あるいは 10、20 mg/mL の阻害剤溶液 20 μL を加
え充分混合攪拌し 25℃で 3 分間プレインキュベートした。その後基質として 2.5 mM 
DOPA 50 μL を添加した。添加後直ちに 490 nm における吸光度（As 0）を測定し、更に
25℃で 10 分間反応をさせ、再度吸光度（As 10）を測定した。試料溶液 20 μL の代わり
29 
 
に D.W. 20 μL を加えた系（Ab）、及び酵素溶液 40 μL の代わりに緩衝液 40 μL を加えた
系（Ac）において同様に反応させ、それぞれの場合における反応開始直後および 10 分
後の吸光度（Ac 0、Ac 10 及び Ab 0、Ab 10）を測定した。この時の吸光度測定にはマ
イクロウェルプレート測定用全自動比色計（バイオテック；ImmunoMini NJ-2300）を使
用し、基質溶液の光酸化を防ぐ為、遮光した状態で実験を行った。チロシナーゼ阻害活





チロシナーゼ阻害率（%） = 100 −
（As 10 − Ab 10）−（As 0 − Ab 0）




2-3-4-3.  γ 線照射によるナノ粒子化及び粒子測定 
大阪府立大学産官学研究所の 60Co γ線照射施設にて γ線照射を行った。照射前に Table 
2 の温度に設定した恒温槽を利用し、試料溶液の分子が集合し白濁した状態つまりコ
アセルベーションをしている状態にした。そして、コアセルベーションの状態が継続





照射時の条件を Table 2 に示した。γ 線照射前後の試料溶液は、それぞれ温度が 5℃と




Table 2. 使用した試料と γ 線照射時の条件 
試料 Ela:Col 濃度（mg/mL） 加熱温度（℃） 

























Table 3. 動物組織由来水溶性エラスチンの収量・収率 
由来 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
ブタ大動脈 10 1.84 18.4 




Table 4. 脱塩方法の検討において得られたブタ大動脈由来水溶性エラスチンの収量・収率 
脱塩方法 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
透析 3.33 0.299 9.97 
Sep-Pak
®




Table 5. 脱塩方法の検討において得られたマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの収量・収率 
脱塩方法 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
透析 9.00 1.360 15.1 
Sep-Pak
®
 1.00 0.174 17.4 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 







子量分布を Fig. 9‐11 に示した。Fig. 9‐11 中の標準試料の溶出時間は、左から（i）チ
ログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、（iii）オボア
ルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビタミン B12（分
子量 1,350）である。 
Fig. 9 より、ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンは、分子量約
1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布した。各々の分子量を比較するとブタ大動脈由





に示す。Fig. 10 (a)は分子量 1,350 から 670,000 にかけて分布し、同様の方法で精製した
Fig. 9 (a)と同様の分子量の幅で分布したが、各分子量分布の割合が異なった。異なる脱
塩方法における分子量分布の割合を比較すると、Sep-Pak®における分子量が大きく異な
り、670,000 付近の分子量が観察されなかった。透析における最大のピークが 52 分であ
り、そのときの分子量約 4,200 以上がそれぞれ 70.49%、48.97%、52.69%であり、透析
において最も高い値であった。 
異なる脱塩方法で精製したマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの分子量分布を Fig. 












Fig. 9. 動物組織由来水溶性エラスチンのゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ









































Table 6. 動物組織由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較（モル相対比%） 
成分名 ブタ大動脈由来 マグロ動脈球由来 
Asp+Asn  1.7  4.9 
Thr  0.4  3.5 
Ser  0.5  3.6 
Glu+Gln  4.2  7.3 
Gly 21.7 22.7 
Ala 19.7 10.8 
Val 10.3  7.7 
Met  0.2  0.4 
Ile  2.4  3.1 
Leu  8.1  5.4 
Tyr  2.0  3.1 
Phe  4.6  3.5 
Lys  1.5  2.6 
His  0.2  1.0 
Arg  0.4  3.6 
Hyp  1.9  1.6 
Pro 19.4 15.2 
Des   0.33   0.02 
Ide   0.35   0.06 
Des+Ide   0.68   0.08 
Gly+Ala+Val+Pro 71.2 56.4 
Asp+Glu  5.9 12.2 














Table 7. 脱塩方法が異なるブタ大動脈由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較 
（モル相対比%） 
成分名 透析 Sep-Pak® 
Asp+Asn  1.0  0.9 
Thr  0.2  0.2 
Ser  0.3  0.3 
Glu+Gln  2.7  2.3 
Gly 30.8 31.9 
Ala 25.4 21.9 
Val 13.5 14.0 
Met  0.1  0.1 
Ile  1.5  2.2 
Leu  5.7  6.2 
Tyr  1.4  1.4 
Phe  3.1  3.9 
Lys  0.9  1.2 
His  0.1  0.1 
Arg  0.2  0.2 
Hyp  1.2  1.3 
Pro 11.5 11.7 
Des   0.25   0.20 
Ide   0.22   0.18 
Des+Ide   0.48   0.33 
Gly+Ala+Val+Pro 81.1 79.4 
Asp+Glu  3.7  3.2 













Table 8. 脱塩方法が異なるマグロ動脈球由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較 
（モル相対比%） 
成分名 透析 Sep-Pak® 
Asp+Asn  3.1  3.1 
Thr  4.2  3.9 
Ser  2.1  2.0 
Glu+Gln  4.4  4.6 
Gly 41.1 40.9 
Ala  8.7  9.0 
Val  7.2  7.2 
Met  0.3  0.7 
Ile  2.6  2.4 
Leu  4.5  4.3 
Tyr  3.5  3.8 
Phe  2.9  2.7 
Lys  2.3  2.0 
His  0.6  0.5 
Arg  2.1  2.0 
Hyp  0.6  0.7 
Pro 10.0 10.2 
Des   0.01   0.02 
Ide   0.04   0.06 
Des+Ide   0.05   0.08 
Gly+Ala+Val+Pro 67.0 67.3 
Asp+Glu  7.6  7.7 














て得られた画分 1 は 89.3%、沈殿として得られた画分は 10.0%の収率で得られた（Table 
9）。 
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分析では、それぞれの画分の分子量は約 1,350 か
ら 670,000 に渡り幅広く分布した（Fig. 12）。分画前のファームエラスチン®と画分 1 に
おけるクロマト波形は類似しており、今回使用したファームエラスチン®は比較的低分




Table 9. コアセルベーション法によって得られた画分の収量・収率 

















Fig. 13 に示した。脱塩方法が透析では濃度 2.0 mg/mL で 20℃付近から吸光度が上昇し
た（Fig. 13（a））。すなわち、コアセルベーションを開始した。一方、Sep-Pak®では濃度
30 mg/mL でもコアセルベーションを示さなかった（Fig. 13（b））。この結果から、透析
により脱塩した試料はコアセルベーション能を有するということが分かった。 
異なる脱塩方法により得られたマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの濁度測定結果
を Fig. 14 に示した。マグロ動脈球由来水溶性エラスチンについては、異なる脱塩法で
あっても濃度 2.0 mg/mL において緩やかな濁度曲線を示し、コアセルベーション能を有
した。しかしながら、マグロ動脈球由来水溶性エラスチン（凍結乾燥後の粉末）はやや
























2-4-6. ヒト 3 次元培養表皮に対する保湿性の評価 
ファームエラスチン®とその画分 1、2 におけるヒト 3 次元培養表皮に対する皮膚内含
水率について、Table 10 にまとめた。 
Fig. 15 より、3 次元培養皮膚における皮膚内含水率はファームエラスチン®とその画
分 1、2 の添加濃度 0、0.02、0.1、1.0% (w/w) に対して、濃度依存的に向上する傾向が
見られた。 
Fig. 15（a）より、ファームエラスチン®は濃度 0.1、1.0% (w/w) において 0% (w/w) と
の間で有意差が確認された（P < 0.05）。しかしながら、8.0% (w/w) と濃度を増大させた
場合、皮膚内含水率は減少した。（b）より、ファームエラスチン®の画分 1 は、全ての
濃度において 0% (w/w) との間で有意差が確認された（P < 0.05）。（c）より、ファーム
エラスチン®の画分 2 は、1.0% (w/w) において 0% (w/w) との間で有意差が確認された





Table 10. ファームエラスチン®および画分の皮膚内含水率 
No. 試料 濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） データ数（n） 
 




0.02 37.39 ± 14.78
‡
 3 
0.10 58.44 ± 05.75
‡
 12 
1.00 65.68 ± 08.86
‡
 12 
8.00 52.42 ± 04.89
‡
 9 
B 画分 1（低分子） 
0.02 59.47 ± 04.93
‡
 12 
0.10 65.42 ± 05.75
‡
 12 
1.00 77.20 ± 07.75
‡
 12 
C 画分 2（高分子） 
0.02 52.50 ± 08.22
‡
 6 
0.10 55.90 ± 06.81
‡
 6 







Fig. 15. ファームエラスチン®および分画後の皮膚内含水率の比較 
（a）ファームエラスチン、（b）画分 1、（c）画分 2 






濃度依存的にチロシナーゼの活性を阻害した。また、それぞれ濃度 10、20 mg/mL の間







Table 11. 動物組織から精製した水溶性エラスチンのチロシナーゼ阻害率 
水溶性エラスチン 濃度（mg/mL） 阻害率（%） データ数（n） 
ブタ大動脈由来 
10.0  0.80 ± 1.74
‡
 9 




10.0  5.09 ± 3.82
‡
 9 





01.0 05.23 ± 1.81
‡
 15 









Fig. 16. 動物組織から精製した水溶性エラスチンのチロシナーゼ阻害率の比較 
43 
 
2-4-8.  γ 線照射によるナノ粒子化 
2-4-8-1.  γ 線照射に用いる試料のコアセルベーション能 
透析処理後の E&C 社製マグロ動脈球由来水溶性エラスチンの濁度測定結果を Fig. 17
に示した。この試料についても、Fig.14 と同様にやや黒色を帯びていた。脱塩方法につ
いては、工場生産のため、当研究室で行っている方法とは異なる。そのため当研究室に
おいて、透析を 1 週間行ったところ、濃度 10 mg/mL で 15℃付近からコアセルベーショ
ンを開始し、コアセルベーション能を有した（Fig. 17）。 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチンと E&C 社製ブタ真皮由来コラーゲンの混合物にお
ける混合比、および濃度が異なる濁度測定結果を Fig. 18 に示した。コラーゲンは、コ
アセルベーション能を有さないが、エラスチンと混合することでコアセルベーション能


















Table 12 に、E&C 社製マグロ動脈球由来水溶性エラスチンに対する γ 線照射後の粒子
径を示した。粒子径は 372.4 ± 78.6 nm が 97.9%を占めた。しかしながら、4‐5 µm、5 µm
以上の粒子径も存在した。 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチンと E&C 社製ブタ真皮由来コラーゲンの混合物につ
いて、5℃と Fig. 18 よりそれぞれの混合比において安定したコアセルベーションを示し
た温度である 40℃あるいは 60℃における粒子径の測定結果を Table 13-A に示した。測
定温度について 5℃と 40℃あるいは 60℃において比較すると、混合比 1:1、1:50 では粒
子径がそれぞれ 40℃あるいは 60℃の方が大きく、5℃の方が小さい傾向が見られた。混
合比が 1:4、1:5 では逆の傾向が見られた。 





Table 12. マグロ動脈球由来水溶性エラスチンの γ線照射後の粒子径分布 
濃度（mg/mL） 粒子径（nm） 存在比（%） 
10 
041.7 ± 08.3 02.1 




















Table 13-A. ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲン混合物の 
異なる温度における粒子径分布（粒子径（nm）/存在比（%）） 
混合比 測定温度（℃） 
（濃度） 5 40 60 
1:1 
（10 mg/mL） 
20.4 ± 002.7 / 02.7 
58.8 ± 0007.1 / 02.3 
428.5 ± 0071.6 / 97.7 
－ 
93.4 ± 017.2 / 23.5 － 
613.4 ± 112.4 / 73.8 － 
1:4 
（25 mg/mL） 
11.6 ± 001.1 / 07.3 31.0 ± 0005.0 / 05.3 － 
207.5 ± 040.4 / 92.7 544.7 ± 0104.3 / 94.7 － 
1:5 
（10 mg/mL） 
11.6 ± 001.2 / 09.4 365.1 ± 0062.7 / 50.7 － 
283.2 ± 050.8 / 90.6 8186.4 ± 1079.0 / 49.3 － 
1:5 
（25 mg/mL） 
11.6 ± 001.3 / 16.1 391.5 ± 0066.9 / 51.2 － 
210.8 ± 042.0 / 83.9 1289.5 ± 0227.2 / 48.8 － 
 1:50 
（25 mg/mL） 
40.4 ± 006.0 / 35.1 － 57.7 ± 07.5 / 02.0 
2186.7 ± 521.3 / 64.9 － 454.4 ± 89.5 / 98.0 
 
 
Table 13-B. ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲン混合物の 




5 40 60 
1:1 
（10 mg/mL） 
115.0 ± 015.3 / 025.8 1004.4 ± 0171.0 / 024.5 － 
3735.2 ± 653.2 / 074.2 8747.0 ± 1148.3 / 075.5 － 
1:4 
（25 mg/mL） 
12.0 ± 001.6 / 100.0 
1797.5 ± 0375.9 / 029.0 － 
8674.6 ± 1171.6 / 071.0 － 
1:5 
（10 mg/mL） 
12.0 ± 001.6 / 039.6 
1791.6 ± 0381.5 / 100.0 
－ 
129.8 ± 014.5 / 060.4 － 
1:5 
（25 mg/mL） 
12.1 ± 001.5 / 029.4 10.5 ± 0001.5 / 098.9 － 
48.5 ± 008.5 / 070.6 2672.7 ± 0363.0 / 001.1 － 
 1:50 
（25 mg/mL） 
809.3 ± 136.1 / 100.0 
－ 1110.3 ± 125.5 / 10.1 


































































動脈由来水溶性エラスチンと同様に分子量約 1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布し
たが、特に 44,000 以下の分布が多かった（Fig. 12）。コアセルベーション法によって得
られた画分 1、2 は、分子量 1,000 から 44,000、2,000 から 670,000 に分画され、これら








































2についても同様の傾向が見られ、特に画分 1については、どの濃度においても 0% (w/w) 



















て着色する赤色、黄色のフェオメラニンの 2 種類に分類される［68］。 
メラニンの合成は、ユーメラニンおよびフェオメラニンの各々の形成に共通の初期及





























































（Table 13-A）。これらのエラスチンとコラーゲンの混合物に対して γ 線照射することで、
ゲル、ハイドロゲルを形成することはなかったが、コアセルベーションを示す温度にお















合同専門家委員会は 1980 年に 10 kGy 以下の照射食品の安全宣言を行っており、また



































































































Hyaluronan Quantikine ELISA Kit     R&D Systems 社 











ブタ大動脈脱脂組織を高温乾燥機にて 100℃で 2 時間乾燥させ、粉砕機にて粉末状し
たものを使用した。ブタ大動脈脱脂組織（40 g）に対して 16.7 倍容量の 0.2 M NaOH（334 








↓試料の 16.7 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 











マグロ動脈球組織を高温乾燥機にて 100℃で 2 時間乾燥させ、粉砕機にて粉末状にし
たものを使用した。マグロ動脈球組織（40 g）に対して 4 倍容量の 0.1 M NaOH（160 mL）








↓試料の 4 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 













第 2 章「2-3-3-1」と同様の方法で行った。 
 
3-3-2-2. アミノ酸組成の評価 
第 2 章「2-3-3-2」と同様の方法で行った。 
 
3-3-2-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 





Calibrator Diluent RD5-18 を使用してブタ由来大動脈由来有用成分および水溶性エラ
スチンを濃度 5.0 mg/mL、マグロ動脈球由来有用成分および水溶性エラスチンを濃度 1.0 
µg/mL に調製した。付属の 96 well プレートに、充分に撹拌した Assay Diluent RD1-14
を 50 µL 添加した。次いで、Hyaluronan standard、試料、コントロールとして Calibrator 
Diluent RD5-18 をそれぞれ 50 µL 添加後、2 時間振盪させた。その後、各 well の溶液を
除去し、Wash Buffer 400 µL で 5 回洗浄した。Hyaluronan Conjugate を 100 µL 加え 2 時
間振盪させた後、再度溶液を除去しWash Buffer 400 µLで5回洗浄した。Substrate Solution
を 100 µL 加え、遮光のもと 25℃で 30 分間置き、Stop Solution を 100 µL 加え十分に混
合させた。マイクロプレートリーダー（ImmnoMini NJ-2300、バイオテック・ジャパン





Sample Diluent を使用して試料を濃度 10 mg/mL に調製した。予めラミニン γ1 鎖（旧
B2 鎖）を認識するモノクローナル抗体がコートされた付属の Antibody Coated 
Microtiterplate に対して、ラミニン標準液、試料、コントロールとして Sample Diluent
をそれぞれ 100 µL ずつ添加し、25℃で 1 時間静置いた。その後、各 well の反応液を除
去し、PBS（0.1% Tween® 20 含有）で 3 回洗浄した。Antibody-POD Conjugate を各ウェ
ルに 100 µL 添加し、25℃で 1 時間静置いた。その後、各 well の反応液を除去し、PBS
（0.1% Tween® 20 含有）で 4 回洗浄した。Substrate Solution（TMBZ）を各ウェルに 100 
µL 添加し、25℃で 15 分間静置いた。その後、反応を停止させるため Stop Solution を各
ウェルに 100 µL添加し十分に混合した。そして、マイクロプレートリーダ （ーImmnoMini 






3-3-3-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
試料に、株式会社 E&C ヘルスケア社より提供して頂いたブタ大動脈由来有用成分を
使用した。第 2 章「2-3-4-1」と同様の方法で行った。 
 
3-3-3-2. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 













Table 14. 動物組織由来有用成分の収量・収率 
由来 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
ブタ大動脈 40 4.27 10.7 







以上がそれぞれ 4.22%、1.33%含まれており、分子量 1,350 にかけて幅広く分布した。







Fig. 20. 動物組織由来有用成分のゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ























Table 15. 動物組織由来有用成分のアミノ酸組成の比較（モル相対比%） 
成分名 ブタ大動脈 マグロ動脈球 
Asp+Asn  5.3  5.3 
Thr  0.5  4.7 
Ser  0.6  2.7 
Glu+Gln  8.6  7.7 
Gly 19.6 21.2 
Ala 16.4 10.8 
Val  9.0  7.4 
Met  0.5  0.7 
Ile  2.6  3.3 
Leu  7.8  5.8 
Tyr  2.0  3.7 
Phe  3.9  3.5 
Lys  3.2  2.6 
His  0.8  1.0 
Arg  0.5  3.2 
Hyp  3.3  1.1 
Pro 15.1 15.0 
Des   0.18   0.03 
Ide   0.21   0.07 
Des+Ide   0.39   0.10 
Gly+Ala+Val+Pro 60.1 54.4 
Asp+Glu 13.9 13.0 













































（0.25 mg/mL あたり） 
有用成分 3.43 ± 0.36‡ 
16 水溶性エラスチン 1.92 ± 0.15‡ 
マグロ動脈球 
（0.05 µg/mL あたり） 
有用成分  7.77 ± 0.064‡ 
8 





Fig. 22. 動物組織由来物のヒアルロン酸含有量の比較 
** P < 0.01 において有意差あり 
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Table 17.  動物組織由来物のラミニン含有量（1.0 mg/mL あたり） 
由来 試料 ヒアルロン酸含有量（ng/mL） 
ブタ大動脈 
有用成分 0.6± 0.85‡ 
水溶性エラスチン － 
マグロ動脈球 







Fig. 23.  動物組織由来物のラミニン含有量の比較（1.0 mg/mL あたり） 













3-4-6. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
Table 18 に、ブタ大動脈由来有用成分（E&C 社製）におけるヒト 3 次元培養表皮に対
する皮膚内含水率を示した。 
Fig. 24 より、3 次元培養皮膚における皮膚内含水率はブタ大動脈由来有用成分（E&C
社製）の添加濃度 0、0.02、0.1、1.0% (w/w) に対して、濃度依存的に向上する傾向が見
られた。また、ブタ大動脈由来有用成分（E&C 社製）は 1.0% (w/w) において、0% (w/w) 




Table 18. ブタ大動脈由来有用成分の皮膚内含水率 
濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） 
0.00 52.37 ± 01.23
‡
 
0.02 51.29 ± 01.74
‡
 
0.10 57.74 ± 00.76
‡
 








Fig. 24. ブタ大動脈由来有用成分の皮膚内含水率の比較 






的にチロシナーゼの活性を阻害した。また、それぞれ濃度 0 mg/mL と 10、20 mg/mL の





Table 19. 動物組織から抽出した有用成分のチロシナーゼ阻害率 
有用成分 濃度（mg/mL） 阻害率（%） 
ブタ大動脈由来 
10 00.39 ± 1.58
‡
 




10 15.10 ± 6.11
‡
 








Fig. 25. 動物組織から抽出した有用成分のチロシナーゼ阻害率の比較 


















量 1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布した。しかしながら、水溶性エラスチンと比
較すると分子量 44,000以上の占める割合が異なり、水溶性エラスチンは約 42‐52%（Fig. 
9）であるのに対し、動物組織由来有用成分は約 20‐27%であった。この結果から、動


























































ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験を行った。実際、商品としての応用を考え E&C
社が当研究室の精製方法に基づいて製造したブタ大動脈由来有用成分を使用した。その
結果、ブタ大動脈由来有用成分は水溶性エラスチンと同様に、濃度依存的に皮膚内含水
率が向上した。また、濃度 0% (w/w) と 1.0% (w/w) の間で有意差が確認された（P < 0.05）。
濃度 1.0% (w/w) においては、0% (w/w) よりも皮膚内含水率が 20% (w/w) も向上した






と 20 mg/mL、10 mg/mL と 20 mg/mL の間で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 25）。
そして、両者共に水溶性エラスチン（Table 13）よりも強い阻害活性を示し、特にマグ
ロ動脈球由来において、ブタ大動脈由来よりも比較的強い阻害活性が見られた。濃度
20 mg/mL のマグロ動脈球由来水溶性エラスチンはチロシナーゼ阻害率が約 8%であっ
たが、有用成分では約 21%であり、約 13%も向上した。チロシナーゼ阻害には、Cys が
関与している［79］。しかしながら、動物由来有用成分および水溶性エラスチンには、

























































第 2 章、第 3 章においては、動物組織を用いた検討を行ってきた。これに対して第 1
章「1-5」で記載した通り、VPGVG の繰り返し配列を基盤とした合成ペプチドの研究も













Cell Counting kit-8     株式会社同仁化学研究所 
DOPA       Sigma-Aldrich 
DMEM       GibcoTM 
Ethanol       和光純薬工業株式会社 
FBS       GibcoTM 
Fungizone, liquid      インビトロジェン株式会社 
Gentamicin (50mg/mL)     インビトロジェン株式会社 
Hank’s Balanced Salt Solutions liquid   インビトロジェン株式会社 
H-(FPGVG)5-NH2 (MW : 2305)    当研究室にて作製 
Normal Human Dermal Fibroblasts Cells   三光純薬株式会社 
Penicillin/streptomycin     インビトロジェン株式会社 
0.05% Trypsin/0.53 mM EDTA・4Na   インビトロジェン株式会社 
生理食塩水      大塚製薬株式会社 
















Penicillin/streptomycin（2.5 mL/500 mL）、Fungizone liquid（4.0 mL/500 mL）、Gentamicin
（0.5 mL/500 mL）を加えた Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM、10% FBS）を
使用し［83］、37℃（5.0% CO2）でサブコンフルエント（70‐90 %）になるまで培養し
た。そして、培地をアスピレーターで除去し、Hank’s Balanced Salt Solutions liquid 5.0 
mL/dish を加えて洗浄した。この操作を 2 回行った後、蛋白質分解酵素として Trypsin 3.0 
mL/dish を加え、37℃で 3 分間置いた。酵素反応を停止させるため、DMEM（10% FBS）
を 7.0 mL/dish 添加した。得られた細胞懸濁液を遠心分離（1000 rpm、25℃、5 分間）し、
上清を除去しペレットを回収した。そして、DMEM（0.5% FBS）を使用し細胞数 5.0×104 
cells/mL に調製し 96 well プレートに 100 µL ずつ播種し、37℃（5.0% CO2）で 48 時間
同調培養した。そして、培地を除去し(FPGVG)5を濃度 10
-6、10-7 M（溶媒：DMEM（0% 
FBS））で添加し、さらに 37℃（5.0% CO2）で 48 時間培養した。その後、高感度水溶性
ホルマザンを生成する新規テトラゾリウム塩 WST-8 を発色基質とし用いている Cell 











4-3-3-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 










(FPGVG)5を濃度 20 mg/mL になるように D.W.で調製し、24 well プレート上（培養面
積：1.88 cm2）に 250 µL 添加した。滅菌のため、UV を 30 分間照射し 37℃に 2‐3 時間
置きコアセルベート層を形成させた。その後、溶媒を除去しコアセルベート層のみが
24 well プレート上に堆積した状態にした。そして、NHDF を播種し、37℃（5.0% CO2）
で 24‐48 時間培養した。 
 
4-3-3-4.  γ 線照射によるナノ粒子化及び粒子径測定 









て、溶媒に D.W.を用いた濁度測定結果を Fig. 26 に示した。濃度 10 mg/mL ではコアセ
ルベーション能を示さなかったが、濃度 20、50 mg/mL と増加させることでコアセルベ
ーション能を示すようになり、濃度依存的にコアセルベーションの開始温度が低温側に
シフトした。50 mg/mL においては、15℃付近で直線的な濁度の立ち上がりを示した。 
Fig. 26（b）では、溶媒に生理食塩水を用いた濁度測定結果を示した。濃度 10 mg/mL
において、溶媒が D.W.ではコアセルベーションを示さなかったが、生理食塩水ではコ
















(FPGVG)5の NHDF に対する増殖結果を、Fig. 27 に示した。(FPGVG)5は、溶媒として










4-4-3. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
(FPGVG)5 のヒト 3 次元培養表皮に対する皮膚内含水率を、Table 20 に示した。




Table 20. (FPGVG)5の皮膚内含水率 
濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） 
0.0 60.13 ± 07.31
‡
 









Fig. 28. (FPGVG)5の皮膚内含水率 
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Table 21. (FPGVG)5のチロシナーゼ阻害率 
濃度（mg/mL） 阻害率（%） 
  5.0 0 









Fig. 29. (FPGVG)5のマッシュルーム由来チロシナーゼ阻害率 



















Fig. 30. (FPGVG)5を使用した温度応答性培養皿より低温処理により得られた細胞シート 
（A）(FPGVG)5を使用した温度応答性培養皿上で見られた NHDF が剥離した様子 
















4-4-6.  γ 線照射により得られたナノ粒子の粒子径 
γ線照射後の(FPGVG)5における粒子径の大きさを Table 22 に示した。(FPGVG)5は、
581.8 nm 前後の粒子が 89%存在した。 
 
 
Table 22. γ 線照射(FPGVG)5により得られた粒子径 
粒子径（nm） 存在比（%） 
                     11.7 ±              1.20 0.80 
113.6 ± 18.4 9.40 








































いて、(FPGVG)5は濃度 0%と 1.0%の間で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 28）。また、
マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験において、濃度 5.0 mg/mL では阻害率が
0%であったのに対し、10 mg/mL へ増大させると阻害率は約 5.8%となり、各々の間で優
位な差が確認された（P < 0.05、Fig. 29）。(FPGVG)5は化粧品への応用において、動物
由来水溶性エラスチンおよび有用成分よりも効果がやや劣った。しかしながら、
































(FPGVG)5の粒子径サイズは、コアセルベーションを示さない 15℃では 10 nm 程度で
あり、コアセルベーションを示す 37℃では 60‐70 nm と粒子径が変化するということ
が報告されている［81］。本実験において、(FPGVG)5に対して γ 線照射したところ、粒
子径の大きさは約 581.8 nm が約 90 %を占めた（Table 22）。γ 線照射することにより、
報告されている(FPGVG)5の粒子径よりも大きくなったが、今後、γ 線照射時の(FPGVG)5
濃度、γ線の照射量などの条件検討を行うことで、安定した粒子を作製することができ、
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